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Protein- Loch hybridproteiner d&rav 
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Fdreliggande ansttkan avs r seXvenser av prot in L, sob bind r 
till IMtta Xedjor av immunglobul in r. Uppf inningen av er «v n 
hybridproteiner d&rav, vilka hybridproteiner har fttrmAga att 
dels binda till latta kedjor av alia Ig och att dels binda 
till b&de l&tta och tunga kedjor av immunglobulin G, DNA- 
-sekvenser son kodar fdr proteinerna, vektorer inneh&llande 
s&dana DNA-saXvenser , v&rdceller transf ormer&de med vektor- 
er na, fdrfaranden fttr f raastftllning av proteinerna, rea- 
gensutrustning f5r separation och identif ikation av immun- 
globuliner, koraposit ioner samt f armaceutiska kompositioner , 
sob innehAller proteinerna. 
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Uppfinningen avser i synnerhet DNA-sekvensen och aminosyra- 
sekvensen for de lattked jebindande domSnerna av protein L. 

Proteiner son binder till imnunglobul iners (Ig) konstanta 
domSner (raed hdg aff initet) *r kanda. sA binder protein A 
(frAn Staphylococcus aureus) (Forsgren, A. och Sjdquist, J. 
(1966) Protein A from Staphylococcus aureus. I. Pseudo-immun 
reaction with human gamma-globulin. J. Immunol. 97:822-827) 
till IgG frAn flera djurslag. Protein A's bindning till IgG 
medieras huvudsakligen via ytor i Fc-delen av IgG-molekylens 
tunga kedjor, men en viss bindning till ytor i Fab-delen av 
IgG sker Xven. Protein A saknar fdrm&ga att binda till humant 
IgG3 och binder ej heller till IgG frln flera andra djurslag, 
s&som viktiga laboratoried jur t ex r&tta och get, vilket be- 
gr&nsar anvSncmingen av protein A. 



I Protein G (Bjdrck, L och Kronvall, G. (1984) Purification 

r # i)0 and some properties of streptococcal protein G, a novel IgG- 
-binding reagent. J. Immunol. 133:969-974; Reis, K., Ayoub, 
E. och Boyle, M. (1984) Streptococcal Fc receptors. I. 
Isolation and parti 1 characterization of the receptor froa a 
..... group C str ptococcua. J. Iaau*iol. 132: 3091-3097) binder till 

:**.3 5 tung kedja i huaant IgG och till deas av saatliga fyra sub- 
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kla ««r east till IgG frin de fleata «99djur inkluaive ratta 

och g t. 

Protein H (A* sson. P., Cooney. J.. Kiahimoto. F. och Bjdrck. 
5 h. (1990) Protein H - a novel IgG binding bacterial protein. 
Molec. inun. 27:323-531) binder till Fc-fragmentat i IgG 
fran aSnniaka, apa och kanin. Bindningan «r dock svagara In 
hoa prot»in G och A* vilkat kan vara an fardel nar man dnakar 
bryta bindningan sad avaga medal, t ax vid raning av protein- 
ar som 18tt danaturaraa mad hj«lp av antikroppar. 



Protein M (sttkandaa patentanadkan, PCT/SB 91100447) binder 
till Fc-fragmentet i IgG frin mttnniaka, apa, kanin, get, mua 
och svin. 

Protein L (Bjdrck. L. (1988) Protein L. a novel bacterial 
call wall protein with affinity for Ig L chain*. J. Immunol. 
140:1194-1197), mom binder till de latta kedjoma i immun- 
globuliner fran alia klaaeerna C. A, H, D och B Ir kant (USP 
4 876 194). Aminoayrasekvens«m och de bindande domanema hca 
detta protein har dock hittilie varit okftnda. 

ovan namnda proteiner kan anvandaa vid analya, raning och 
framatallning av antikroppar sant f6r diagnoatik och biolog- 
iak forskning. 

vid viaaa autoinuna ajukdomar kan eli»inering av immun- 
globuliner. med hjalp av a k plaamaferea, ha en gynnaam 
effekt. 04 man i deeaa aammanhang Snakar eliminera aamtliga 
klaaser av antikroppar vore ett brett bindande protein en 
fardel. 

oet har lange varit kant att man kan fBrebygga eller beta 
infektiosa tillstand genoei att tillfora immunaerum, d v • 
, rum aom inn haller rikligt med antikroppar mot den aktuella 
organiemen eller deaa potent i lit akadliga produkt. Bxempel 
harpA Br epid misk gulaot. etelkramp, difteri, rabi m och 
generaliaerad baltroa. Aven vid via- ick infektioat oraaka- 
d tillstand kan antikroppar mot en toxiak produkt vara af- 



fektiva. sun fra»at*llt i djur wot lika r«gift r lr dan 
vanligaata tillaapningen harp*. Adainistr ring av a ra 11 r 
antikroppsbaradningar ar aaallartid inta h It riskfri. I 
vissa fall lean aan arballa allvarliga iaaunologiaka raakti n- 
•r. Dat har daasutoa baakrivita anataka fall av 5varf8ring av 
nitt&nnen sasoa HIV och hepatit aad daaaa produktar. For att 
undvika dassa bivarkningar har dat varxt dnakvart att fraa- 
atalla tarapautiska antikroppar 1 provror. En rad nya taknik- 
ar for fraaatS lining av antikroppar i provror har tagita fraa 
under aanara Ar. Exaapal harpA ar hybridoataknikan. ayntaa av 
chiaar-antikroppar och fraaatallning av antikroppar i bak- 
tariar. Daaaa taknikar g«r dat daaautoa aojligt att apacial- 
daaigna antikroppar vilkat yttarligara kan utvidga anvand- 
ningan av aadana aolakylar aoa tarapautika. axaapalvia vid 
vissa tuattrajukdoaar. Vid nigra av dasaa nya forfarandan 
koaaer aaallartid produktan halt att aakna Fc-dalan, till 
vilkan aaatliga da baakrivna igG-bindanda protainarna. aad 
undantag av protain L. bindar. Dat fttraliggar darfdr att ba- 
hov av reningsfttrfarandan for antikroppar for tarapautiakt 
bruk. varvid protainar. aoa har brad bindningaaktivitat/ 
spacif icitet, kan vara vardafulla. 

Sedan lMnge har antikroppsraaktionan aad sin hoggradiga apa- 
cificitat kunnat utnyttjaa for att diagnoatiaara ganongangna 
allar i viaaa fall pag&ende infaktionar aad olika paraaitar. 
Danna indirakta aatod att pAviaa infektidaa agana banManaa 
aarologi och kan i aanga fall vara dat anda diagnoatiaka 
altarnativat. I viasa fall vora dat avan av intraaaa att 
kunna plvisa specif ika IgE- allar IgA-antikroppar. Bastta- 
ningen vid aarologi gar oftast till a* att antiganat faataa 
pa an fast fas, vareftar aerua fran patiantan inkubaraa aad 
antiganat. Antikror >ar fran patiantan aoa darvid bundit in 
kan aadan dataktaraa aad olika aatodar, oftast aad hjllp av 
en aekundar antikropp (t ax riktad aot huaana mtikroppara 
latta kadjor) vid vilk n nag n idantif iarbar aarkdr har 
k pplata saso. alkaliakt foafatas, bi tin, radioaktiv iao- 
top, fluor acain tc. I d aaa aaaaanhang kan tt pr t in 
Md brad ig-bindand foraaga anvandas mom tt altamativ 
till aakundara antikroppar. 



Det f inna aven en rad icke terapeutieka och icke diaqno.ti.ka 

skii till att aan har behov av att binda antlkroppar. Inoa 
forskning n anv&ndee ofta antikroppar eavll fttr detekti n a a 
far rening av antigen act vilka da Mr riktade. Alia taknikar 
soa underlattar raning av antikroppar och i aynnerhet *4dana 
so. tillater rening av olika klassar ar av intraaaa i datta 
saaaeanhang. 



Dot f inns aalunda att stort bahov av att protain. aoa har an 
brad bindningsaktivitat/apacif icitat och binder till f lera 
olika klasaar av iaaunglobuliner frau olika djurartar. F n 
finns dat inte nagot kant protain aoa binder till alia iamin- 
globulinklaaserna. De tidigare kanda proteinema A. G. H och 
M binder endaat tung kedja i igG. Dat kanda proteinet L 
(Bj5rck at al., 1988) binder till de latta a- och 7 ->cedjorna 
i iaaunglobuliner av alia klasser, dock betydligt svagara 
till a-kedjor. S6kanden har kartlagt protein L, beet&at 
aainoayraeekvensen fdr protein L, identifierat de lattkedje- 
bindande doaanerna p* protein L saat anvant deaaa fttr fran- 
atallning av hybridproteiner aed de igG-Fc-bindande doaanerna 
av protein G. S5kanden kan genoa protein LG viaa att att pro- 
tein aed bredare bindningaaktivitet/specif icitet darigenon 
kan astadkoaaaa. De ovan naanda proteinema A, G, H och M 
binder till aanaa eller aycket naraliggande ytor pa IgG-Fc. 
Det lattkedjebindande proteinet L kan aalunda koabineraa aed 
vilket aoa heist av andra funktionellt likartade proteiner 
soa binder till Fc-delen av tung kedja. En likartad breddning 
av ig-bindande akti- :et astadkoaaea aed alia alternatives 

Uppfinningen avaer aalunda den aekvena av protein I» aoa 
binder till latta kedjor i Ig och har den aainoeyraeekvene, 
aoa angea i fig. 1 aaat varianter, aubfragaent, aultipler 
eller blandningar av doaanerna B1-B5 aed eaaaa bindninga- 
egenskaper. Uppfinningen avser aven en DHA-eekvene, aoa 
kodar fdr aadana prot inaekvenser, t ex DWA-eekv ns n i 
fig. 1. 



Uppfinningen avaer tt hybridprotein, mom kannetecknae 



att d t d la bMtlr av doaAner, mom bind r till de lAtta «- 
och X-kedj ma i iaaungl bulin r av alia klaae r, at dele 
av doaAner sob bind r till tunga kedj r i iaaunglcbulin G, 
varvid de downer. aoa bindar till d« lAtta kedjoraa. vAlje 
bland B1-, B2-, B3-, B4- och B5-doaanerna i protein L (•• 
fig. 1) och de doaAner vilka bindar till tunga kadjor av 
iaaunglobuliner valje frAn C1-. C2- och C3-doaAnerna i 
protein G; A-, B— och Cl-doaaneraa frAn protein H; A-, B1-, 
B2- och S-doaAnerna i protein Ml eller D-, A-. B- och 
C-doaanerna i protein A (ae fig. 7) och varianter, aub- 
fragaent, aultipler eller blandningar av deasa doaAner aed 
aaaaa bindningsegenakaper vilka binder till tunga kadjor 
av iaaunglobuliner. 

Med aubfragaent fdratAa delfragaent av de angivna doaAneraa 
eller fragaent, aoa innehAller delar frAn de olika doaAnerna, 
aed aaaaa bindningaegenakaper. Med varianter fdratAa protein- 
er eller peptider, vari den uraprungliga aainoayraaekveneen 
aodifierata eller forAndrate genoa inaattning, addition, 
aubatitution, inveraion aller utealutning av an eller flera 
aainoayror, varvid dock bindningaegenakaperna bibehAllita 
eller forbattrata. Uppfinningen avaer aven aAdana proteiner 
aoa innehAller flera uppaattningar (aultipler) av de bind- 
ande doaanerna eller blandningar av de bindande doaanerna 
aed bibehAllna bindningaegenakaper. Uppfinningen avaar Aven 
blandningar av de olika doaanerna till aainoeyraaekveneer 
aed aaaaa bindningaegenakaper. 



Uppfinningen avaer i aynnerhet ett hybridprotein benAant LG, 
kAnnetecknat av att det innehAller B-doa*nerna i protein L, 
aoa binder till de lAtta kedjorna i iaaunglobuliner, eaat 
de till tunga kedjor bindande CI- och C2-doe*nerna 1 protein 
G aed den i fig. 3 angivna aainoeyraeekveneen. Uppfinningen 
avser Aven varianter. eubfragaent, aultipler eller blandning- 
ar av d aaa doaaner. 



Prot in US ar ett hybridprot in aed en aolekylvikt oa ca 
50 kOa (432 aainoayror), mom beatAr av fyra doaAn r, vilka 
var och en bind r till lAtta kedjor i ia-ungl buliner och 



tvft IgG-bindande doaliwr fran protain C. Rybridproteinet 
koabinerar en brad IgG-bindande aktivit t, hftrrerande fran 
pr t in G's hoggradiga bindningsf&raaga till Fe-delen pa d n 
tunga kedjan pa IgG aed protain L»s fBraaga att binda till 
latta kedjor pa iaaunglobu liner av alia klassar. Protain LG 
binder sa lades polyklonalt huaant IgG, IgM, IgA, ZgO och IgE. 
Affinitatan f5r huaant polyklonalt IgG Ir 2 x lO 10 *" 1 . Saat- 
liga fyra huaana iBBunglobulinklasser bindaa. Bindningan akar 
till huaant IgG aed saval «- och X-kedja. Bade Pc- och Pab- 
-fragaentet av IgG binds av hybr idprotainat . Protainat bindar 
a van huaana IgA-, IgD-, IgE- och IgM-antikroppar. Bindningan 
sker star kare till huaana iaaunglobulinar soa bar * In till 
sadana soa bar X-isotypen av latt kadja. IgG fran da flasta 
daggdjur koaaer att bindaa av protain LG, aaledea Mvan IgG 
trkn gat och ko, soa aj bindar till protain L. Kanin-IgG, 
soa binder relativt svagt till protain L, bindar eaellertid 
bra till fusionsproteinet. IgH och IgA-antikroppar fran sua, 
ratta och kanin koaaer att bindas. 

Proteinet LG Xr aycket lattlftsligt. Det ar varaetaligt och 
bevarar sina bindningsagenskaper Avan vid hoga teaperaturer . 
Bindningsegenakaperna kvarstar ocksa i att bratt pH-intervall 
pH 3-10. Proteinet tal detergent och binder inaarkta protein- 
er efter separation i SOS-PAGE och overforing till aeabran 
aed elektroblotting. Proteinet kan iaaobiliseras pa fast fas 
(nitrocellulosa, laaobilon*, polyakrylaaid, plast, aatall och 
papper) utan att forlora sina bindningsagenskaper. Bindnings- 
egenskaperna paverkas ej av insarkning aed radioaktiva sub- 
stanser, biotin eller alkaliskt fosfatas. (Bindningsegenakap- 
erna pavisas i Exeapel 3). 

Proteinet best A r av 432 aainosyror och har an harledd aole- 
kylvikt oa 50 kDa. Sekvensen ar uppbyggd av an till bada pro- 
teinerna orelaterad ala f»ljd av da tra sista aainosyroma i 
protein L's A-doaan (val-glu-asn) , varpa da fyra sinseaellan 
hoggradigt hoaologa 8-doaanerna fran prot in L fBlJ r. Dan 
fdrsta av B-doaanerna bestar av 76 aainosyr r, d Ovriga av 
72 aainosyr r vard ra. Da forsta nio aainosyroma fran den 
feat B-doaanen ingar och fBljs av tva r latarad aaino- 
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syror (pro-aet) . DlrpA f 61 jar protein G-«e*venaar. Den aiata 
aainosyran i den s k s-doaAnen frAn prot in 6 fttlja ev en 
IgG-bindande doaftn frAn prot in G (CI; 55 aainosyror) . den 
aellanliggande D-regionen (15 aninoayror) och den andra XgG- 
5 -bindande C-doaAnen (C2; 55 aainosyror). Dan sista aaino- 
syran Mr an aetionin, soa f inns i naturligt protain G soa 
dan forsta aainosyran i dan a k w-regionen. 

Uppfinningen avsar a van DNA-sekvenser, sob kodar for da 
10 ovan naanda protainama. 

Dan gen, soa kodar for da IgC-bindanda aainoayrasakvanaama 
kan isolaras frAn det kroaosoaala DHA't frAn Staphylococcus 
aurmum baserat pA inforaationan oa DHA-sakvanaan fdr protain 
15 A (S. Ldfdahl, B. Guss, H. Uhlan, L. Philipason och H. Lind- 
berg. 1983. Gana for staphylococcal protain A. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA. 80:697-701) och fig. 7, allar frAn G-atrepto- 
kocker, foretradeavis staa G 148 allar c-atreptokocker. 
f&retrAdesvis staa Streptococcus aquiaiailis C 40, besarat 
20 pA inforaationan oa protain G (B. Guss, M. Sliaeson, A. 

Olsson, H. Uhlan. A.-K. rrej. H. Jttrnvall, I. riock och M. 
Lindbarg. 1986. structure of tha IgG-binding ragions of 
streptococcal protein G. EMBO. J. 5:1567-1575) och fig. 7, 
eller frAn gmpp A-atreptokocker , t ex S. pyogenes (typ Ml) 
2d baserat pA inforaationan oa DNA-s<?kvensen for protain H (H. 
Goni, T. Hozuni, S. Hattori, C. Tagava, P. Kishiaoto och L. 
Bjbrck. 1990. The gene sequence and soae properties of pro- 
tain H - a novel IgG binding protein J. Iaaunol. 144:4046- 
4052) o«h fig. 7, eller frAn det kroaosoaala DHA't i grupp 
30 A-streptokocker typ Ml baserat pA inforaationan oa DHA- 
-sekvensen far protein M (sdkandes patentansokan, PCT/SB 
911004^7 saat fig. 7 och 8. Den gen soa kodar for dat pro- 
" z tain, soa binder till latta kedjor, kan isolaras frAn dat 

kroaosoaala DNA't frAn Pmptoeoccum magnum 312 baserat pA 
•J 5 inforaationan oa DNA-sekvansen f6r protein L i fig. 1. 



Had utnyttjand av d t frAn ovan naanda bakteri r utvunna 
kroaosoaala DHA't soa aall kan att aad hjAlp «v tvA synt t- 
iaka oligonukleotid r daf ini rat DWA-fragaent sedan specif ikt 
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fdratarkas »ed hjllp av PCR (polyaeraae chain met ion) . 
Denna netod tillat r ockaa inkorporerand t av ig nktaningi- 
atall n f5r reatriktionaenayaar i tadama av da for tlrkta 
fragaenten (PCR technology, Ed: PCR Technology. Prineiplaa 
and Applications for DMA Aaplif ication. Ed. Henry Erlich. 
Stockton Press, Paw York. 1989) . Valet av igenkanninga- 
sekvenser kan anpassas after dan vaktor aoa valta fdr att 
uttrycka fragaentet eller dan aller da andra DMA-fragnent 
aed vilket det fdratlrkta fragaentet avaea eftttaa eaaaan. 
Oat feratarkta fragaantet klyva darefter aad dat/da aktualla 
reatriktionsenzyaet, eJltte aaaaan aad det /da andra fragment 
aoa ar aktualla och fragaanten klonaa dllraftar tillaaaaans i 
den utvalda vektom (i detta fall expreaaiena-vektora) (Saa- 
brook, J.E. rritach och T. Maniatie, 1989. Molecular cloning: 
A laboratory aanual. 2nd Ed. Cold Spring Harbor Laboratoriea. 
cold Spring Harbor. Mew York, USA). Plaaaid-vektorn pHD313 
kan anvftndae (Dalboge, H.E. Bech Jenaen, H. Tttttrup, A. 
Grubb, M. Abraheaaon, X. Olafaaon och S. Carlaan. 1989. High- 
level exprcaaion of active huaan cyatatin C in Eacherichia. 
coll. Gene. 79: 325-332). alternativt nagon av vaktorerna i 
den a k PET-aerian (PET 20, 21. 22, 23) aoa aalufora ov 
Movagen (Madiaon, Wiaconein, USA) . 



Hybridproteinerna inkorporeras sedan i an laaplig vMrd. 
foratrftdeavia E.coli. Uppfinningen avaer Ivan sadana vttrdar 
i vilka hybridproteinerna inkorporerata. 

Fran da erhallna tranaforaanterna kan da klonar. aoa 
producerar da onakade proteinema aelakterar, )>ed an kMnd 
aatod (Fahneatock et ai.. J. Bacteriol. 167, 170 (1986). 

Sedan da proteinar, aoa kan bifida till da latta kedjoma i 
iaaunglobulinerna och till da tunga kedjCi na i IgG, renata 
fran da erhallna positiva klonarna aad konventionalla fdr- 
farandan. beataaaee proteinernaa bindningaepecif icitat r fdr 
val av d klon r. aoa producerar att pr t in, aoa binder till 
d latta kedjoma i iaaungl bu liner och till d tunga kadj r- 
na i ZgG. 



S«dan plmid DltA't i nimta klon iaolarata Md konvanti nal- 
la Mtodtr btitlntt DHA-aakvanaan I dat inaatta aatarialat 
Md kftnda motoder (Sangar t Proc- Hatl. Acad. Set. USA 

74. 5463 (1977). 

uppf inningan avaar a van DNA-aakvanaar aoa hybridiaarar aad 
naanda idantif iarada DWA-aakvanaer under konvantionalla ba- 
tingalaar, och aoa kodar f6r att protain, aoa har da 5nakada 
bindningaagenakaparna. Strikta hybridiaaringabatingalaar 
fOradragaa. 

Expraaaionan av ganarna kan utfaraa aad axpraaaionavaktorar, 
aoa bar da erfordarliga kontrollragionarna f&r axpraaaion, 
aftar vilka ragionar atrukturganan infdraa. Harfor kan 
atrukturganen, aoa viaaa i fig. 1 och 2 anvSndaa far protain 
LG allar andra hybridprotainar aad protain L. 

Nar dat gallar expreaaionavaktorar har olika vard-vaktor- 
ayataa utvacklata, av vilka da aaat laapliga vird-vaktor- 
ayataaan kan valjaa for axpraaaion av ganarna anligt 
fdreligganda uppf inning. 

FOraligganda uppfinning avaar avan att fdrfaranda far fraa- 
atallning av hybridprotainama anligt uppfinningan ganoa 
odling av an vttrdcall, aoa transforaaraa aad an axpraaaiona- 
vaktor. i vilkan DMA' t, aoa kodar for protainarna anligt 
uppfinningan, aatta in. 

Datta farfaranda oafattar atagan 

(1) inaattning av att DWA-f ragaant, aoa kodar far hybrid- 
protainama , i an vaktor; 

(2) transformation av dan raaultaranda vaktorn in i an 
laaplig vardcall; 

(3) odling av dan raaultaranda tranaforaarad call n 
t*r fraaatailning av dat onskada hybridprotainat; och 
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(4) utvinning av proteinet fran kultur n 



I dct fttrata atagat infttras dat DMA-f ragaant. mom kodar for 
hybridprotainat 1 an vaktor, lttaplig *5r dan vard aoa aJtall 
anvandaa fdr att uttrycka hybridprotainat. Inaattningen av 
nftanda gan kan utforaa genoa att klyva vaktom aad att 
laapligt raatriktionaan*ya, varaftar aan ligarar ganan 
■ad vaktom. 

I det andra atagat infttraa vaktom aad hybridplasaidan i 
\ardceller. Vardcallarna kan vara Escherichia coll. Bacillus 
aubtllla allar Saccharomycoa cormvlalao allar andra laapliga 
callar. Tranaf oraationen av axpraaaiona-hybridvaktorn in i 
var dee lien kan utforaa pa konvantionallt aatt och k loner, 
aoa tranaforaarata. salaktaraa sedan. 



I dat tredje atagat odlas da erhallna tranaforaantarna i att 
laapligt aediua for fraastallning av da onakada protalnarna 
genoa expression av ganan kodanda fttr hybridprotainat. 

I dat f jarde atagat utvinnaa dat Onskada protalnat fran 
odlingen och renas. Datta kan ska aad kanda aatodar. T ax 
kan cell ema lyaaraa aad kanda forfaranden saaoa bah and ling 
aad ultra ljud, enzyaer allar aekanlsk attnderdalning. Pro- 
talnat, aoa frigttra fran callarna allar utattndras i aediet, 
utvinnaa och ranas aad konventionella forfarandan, aoa ofta 
anvandaa inoa biokeain aaaoa jonbytarkroaatograf i, gal- 
filtrering, af f initatskroaatograf 1 aad anvandnlng av iaaun- 
globulinar aoa ligandar, hydrofob kroaatografi allar oavAnd 
faakroaatograf i. Daaaa fttrfarandan kan invAndaa var fdr aig 
allar 1 laapliga koablnationar. 

sAsoa naants ovan kan protalnarna anligt fttraligganda upp- 
flnning anvandaa fttr bindning, identif iering allar raning 
av iaaungl bulinar. 0a kan av n bindas till lAkaaed 1 och 
anvandaa i foraul ringar aed fttrdrttjd frigivning. ror d aaa 
andaaAl kan prot inat fttr ligga i an raag nautruatning allar 
faraacautiak koapoaition i koabination aad laapliga raag na- 
er. tillaataar allar barar . 



11 

Pr teinerna lean tillhandahallas frystorkad liar i loaning 
best* nde av PBS (foefat-buf frad fysiologisk saltldsning) 
pH 7,2 aed 0,02 % NaN^. 0e kan Ivan anv&ndaa uppkopplade pa 
fast fas sasoa kolhydratbaserade fasar sob CNBr-akt i var ad 
5 sepharose, agaros, plastytor, polyakrylaaid, nylon, papper, 
aagnetkulor, filter, filaer. Proteinarna kan aarkas sad bio- 
tin, alkaliakt fosfatas, radioaktiva iaotopar, fluorescein 
och andra f luorescerande substanaer, guldpartiklar, ferritin 
seat substansar soa aedger afttning av luaini scans. 

10 

Soa barare kan nan &ven anvSnda andra protainer. Sadana 
Mrar« kan vara bundna till eller inkorporerade i proteiner- 
na enligt uppf inningen. Salunda kan nan tftnka sig att da hala 
protainerna A, G, H, If betraktas soa barare fOr insatta sek- 
15 veneer av protein L, soa binder till latta kadjor. Daasa Mr- 
are kan i sin tur vara bundna till de ovan naanda bararna. 

Soa faraaceutiska tillsataer kan anvandas aadana, aoa nor- 
aalt anvJindes inoa denna teknik, sasoa t esc faraaceutiska 
20 kvaliteter av aannitol, laktoe, starkelse, aagnaaiuaatearat, 
natriuasackarat, talk, celluloso, glykos, gelatin, sackaros, 
aagnesiuakarbonat och liknande; utdrygningsaedel sasoa lak- 
tos, dikalciuafoafat och liknande; sprHngvedel sasoa starkel- 
se eller derivat d*rav; saorjaedel sasoa aagneaiuastaarat 
2t> och liknande; bindeaedel sasoa starkelse, gua aribicua, poly- 
vinylpyrrolidon, gelatin, cellulose och derivat darav och 
liknande. 

Uppf inn ingen skall nu beskrivas nftraare aed hjllp av da 
bifogade ritningarna av vilka: 

Fig. 1 visar aainosyra- och nukleinsyrasekvenaen av de 
lattkedjebindande doaJinema av protein L, 

Fig. 2 visar plasaiden pHD389; den ribosoaala bindnings- 
sekvens n, s kvensen fttr signs lpeptiden fran ©apA aaat igen- 
kSnninga ekv ns f5r fl ra restrikti nsenzyaer viaas. 
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Fig. 3 viftr aainoeyra- och mikl iiwyr»Mkwwwi fdr 

prot in LG, 



Fig. 4 visar en schema t is* dversikt fdr fraastlllning av 

protein L, 

Fig. 5 visar en schema tisX overs ikt fdr fraastlllning av 

protein LG, 

Fig. 6a, 6b och 6c visar en scheaatisk overs ikt fdr 
fraastftllning av hybridproteinerna LA, LM reap. LH. 

Fig. 7 visar en scheaatisk saaaanf attends bild pa protein 
A, G, H och Ml. IgCFc-bindande doaSner *r fttr protein At E, 
D, A, B och C; f6r protein G: CI, C2 och C3; fdr protein H: 
A och/eller B och fftr protein HI: A, Bl, B2, B3 och 8, 

Fig. 8 visar aainosyra- och nukleinayrasekvensen fdr 
protein HI, 

Fig. 9 visar Western Blot for protein G, I* och LG sod 
vissa iaaunglobuliner och iaaunglobulinfragaent. 

Fig. 10 visar Slot-Blot fdr protein L, G och LG aed IgG, 
Xgs och Ig Fc. 

Det ska 11 dock observeras att ritningarna ej ar skalenliga. 

Kloning och expression av de IgG-iattkedjebindande doalnerna 

t protein L — 

xoastraktioa av syntetiska oligonnkleotider (primers) fdr 
f rstarkaing (aaplif ieriag) sekvenser kodaads f«r protein 
L, doaaa B1-B4 

Det Ix visat att en protein L peptid (uttryckt i S. coll) 
uppbyggd av sekvensen ala-val-glu-asn-doaJin Bl (frin prot in 
L) binder till iaaunglobulinerna lStta kedjor (*. Kastem, 
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U. SjCbring och L. Bjdrcx. 1992. Structure f pept tr pto- 
coccal protein L and identification of a repeated iaauno- 
globulin light chain-binding domain. J. Biol. Chea. und r 
tryckning) . Ef teraoa af f initeten av denna enkla protein L- 
-doaan for Ig ar relativt lag. (1 x 10 7 «" x > och eftereoa 
det naturligt fdrekoaaande protein L mom ar uppbyggt av f lera 
sinseaellan likartade doa&ner (Bl-BS) har hogre affinitet f6r 
ig (1 x 10 10 H* 1 ) har fyra av dessa doaftner uttryckt till- 
ins pa fOljande eatt: 



PL-M och PL-C1 ar syntetiaka oligonukleotider (tillverkade 
av den BioHolekylara enheten vid Lunds univereitet. enligt 
patentaokandea inatruktioner) vilka anvanta for att aed PCR 
(Polyeeraae Chain Reaction) foratarka ett kloningebart gen- 
fragaent (kallat B1-B4) . vilket kodar fbr fyra Ig-bindande 
protein I* doaaner <ala-val-glu-asn-Bl-B2-B3-B4-lya-lye-val- 
asp-glu-lye-pro-glu-glu) . Aainoayror i protein L-sekvenaen 
anges fttr den priaer eoa eotsvarar den kodande atrangen 
(PL-M) : 

PL-N : 5 ' -CCTCAGGCGGCGCCGGTAC A AAATAAACAACAAACACCAGAAAC- 3 ' 

va lg 1 ua an ly ag lug luthrpr og lu 

5'-anden av denna oligonukleotid ar hoaolog aed den kodande 
atrangen i protein L-genen ( under strukna) : de kodoner aom 
kodar fttr de tre aiata aainoayrorna i A-doaanen (val-glu- 
-asn) fdlje av kodonerna for de sex forsta aainoayrorna i 
den fttrsta av de Ig-bindande doaanerna i protein L (Bl) . 



PL 



-Cl: 5 ' -CAGCAGCAGCATTCIIAIIATrcriC 1 o<»lTTrTCGTCAACTTTCTT- 3 ' 



Denna oligonukleotid ar hoaolog aed den aotaatta icke kodand 
atrangen i genen far protein L (eekvenaen aotavarar de nio 
f Srata aainoayrorna i doafcn B5) • 

OMA-fragaent aoa f»rstarkts aed hjllp av PL-W innehall r 
igenkanningasekv na n for reatriktionaenxyaet «pell (under- 
atruk n) oaedelbart fraafdr det kodon a a ava a kod f5r den 
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fdrsta aainosyran (val) 1 dat uttryckta protein L-fragaantet. 
Fragment so* klyvts aed WpmXl kan lig raa aed DMA (i detta 
f ll beatAende av d n anvanda expr aai navekt m pHD389) aoa 
itlyvta ied restriktioneenxyaet BaxX. DMA- fragment aoa klyvta 
■ed apaXX och ligarats aad vektor pHD389 aoa klyvts aed »arX 
koaaer att translataraa i rltt l&araa. Konatruktlonan oraakar 
translation av an extra aainoeyra (ala) oaedelbart fraafttr 
dan foreta aainosyran i protein L. 



DNA-fragaent aoa fOretarkte aad hjalp av PL-C1 koaaer att 
innehAlla igenkanningsaekvenaen f5r restriktionsen*yaet BaaHX 
(atreck ovanfdr sekvensen) oaedelbart aftar dan aakvana aoa 
kodar for dan sista aainosyran i dat uttryckta protaln L- 
-fragaantat (glu) . Vaktorn pHD389 innehAller an unik igen- 
kanningaaekvena fdr BaaHX aoa dal av daaa a k aultipla klon- 
ingaeekvene, vilkat fdljer aftar igenkanningaaakvanaan f6r 
aarx. DMA-fragaent aoa fttretarkta aad hjAlp av PL-C1 koaaer 
att innahAlla tvA a k stop-kodonmr < under atrukna) vilka gor 
att tranalation av dat i vaktorn inaatta fragaentet upphor. 

Den aakvana soa avsAga foratarkaa innehAller inga interna 
igenkanningasekvenser for restriktionsenzyaerna HpaXX aller 
IX. 



Aaplifierlage- oca kloaiageprocedurer 

(PCR) (Polyaeraae Chain Reaction) utfordee aad ett protokoll 
soa beskrivits av Saiki, R.D. Gelfand, S. Stoffel, S. Scharf, 
R. Higuchi, C. Horn, K. Kullis och H. Erlich, 1988; Priaerr 
directed enzyaatic aaplif ication of DHA vith a theraoatable 
ON A polymerase . Science 239: 487-49127; PCR utfttrdea i an 
Hybaid intelligent Heating-block (Teddington, UK): 100 «1 av 
en reaktionablandning inneholl 50 all KC1, 10 all Trie-HCl, pH 
8,3, 1,3 aM HgCl 2 , 100 ag/al gelatin, 300 i* aed avaaenda pA 
var och en av deoxynukleotid rna (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) , 
(Pharaacia) . 20 paol av var och en av oligonukleotid rna PL-It 
och PU-Cl, 10 ul av n target (aall) DHA-loening innehAllanda 
0,1 ag/al av kroaosoaalt DMA frAn Pmptomtrmptocaccum magnum, 
ataa 312. Blandningen tlcktes aad ain ral lja (Sigaa) och 
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DHA't denatur rad a aed upph ttning till 98 C i 10 ainut r. 
2,5 unit* AapliTaq (Parkin Elaer Cetua, M rvalk. CT) till- 
satt sochPCR utfSrdea darefter aed 25 cykl r beata nd av 
ett denatureringaateg vid 94 »C under l ainut. foljt av att 
5 hybridiaeringssteg vid 56*C i 1 ainut och alutligan att 

extensionsteg vid 72 »C i 1 ainut. Foratarkt DMA analyaaradaa 
aed elektroforea i agarosgel. Det fttratarkta DMA't klyvdaa 
aed restriktionsenzyaema BpaZZ (Proaega) , (8 unita/jig for- 
atarkt DMA) och BaattX (Proaega) . (10 unita/ug faratarkt DMA) 
10 vid 37 -C. Den salunda fOratarkta och darefter klyvda DNA- 
produkten separerades aedalat elektroforea i an 2% (vikt/ 
volya) agarosgel (MuSiava agarose, FMC Bi products) i TAE- 
buffart (40 mn Tris, 20 aM Ma-acatat, 2 aM EOT A, pH 8,0). 
Det resulterande 930 baspar atora fragaentet akara ut ur 
15 gelen. Koncentrationen av DMA i den utakurna galbitan upp- 
skattadea till 0,05 ag/al. Agaroabiten innehallande dat 
klyvda, foratarkta fragaentet saaltea vid 65 »C i att vatten- 
bad varafter det fick avalna till 37«c. 10 jil (0.5 uq) av 
detta DMA overfordes till ett halvaikrordr (Saratadt) , for- 
20 v*rat till 37 »C, varefter det oaedelbart tillaattaa 1 Ml «v 
vektorn pKD389 vilken klyvta aed Marl (Proaega) och BaaHI, 
1 nl lOxligaa-buf fert (Proaega) och 1 *l T4 DNA-ligas 
(Proaega; 1 unit/Ml). Ligeringsreaktionen fick Mga rua vid 
37»C under 6 tianar. Ligeringsreaktionen anvBndea darefter 
25 fdr att tranaforaera B. coli. ataa LE392 vilka gjorta koapa- 
tenta enligt den rubidiuaklorid/kalciuadiklorid-aetod aoa 
beskrivita av Kushner (1978). Holekylarbiologiaka standard- 
aetoder har anvanta vid aanipulation av DMA (Saabrook, J.E. 
Fritsch och T. Maniatis, 1989. Molecular cloning: A labora- 
30 tory aanual. 2nd. Ed. Cold Spring Harbor Laboratoriea, Cold 
Spring Harbor, Mew York, USA). Da klyvninga- och ligeringa- 
: fttrhallanden sob rekoaaenderata av tillverkaran fdr DMA-ligaa 

••: och restriktionsenzyaer har i ovrigt fdljta. 

• a 

•"35 Bxprsssionssysts* 

0 vektorn pHD389 ( a fig. 2) ar n aodifi rad variant av 

r! plaaaidan pHD313 (Dalboge, H.E. Bach Jensen, H. Tdttrup, A. 

I? Crubb, If . Abrahaaaon, I. lafaaon och S. Carl sen, 1989. High- 
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level expr ssi n of active hu»n cyst at in C in Esch richia 
eoli. Gene, 79s 325^332). VtXtorn soa replikeras i E. eoli 
(innehAll r ori - rigin f replicati n frAn plasaid pUC19) 
Sr konstruerad sA att DKA-fragaent soa klonats in i klyv- 
ningsst«llet for «arX koaaer att transkribaras och trana- 
lateras after och i oaedelbar anslutning till signalpaptid- 
en (21 aainosyror) frAn hdlja-proteinet oapA frAn B. eoli. 
Translationen koner att initieras fran kodon ATC kodande 
f5r den fdrsta aainosyran (aetionin) i signalpeptiden. Denna 
konstruktion aedger transport av den tranalaterade peptldan 
till det periplasaatiska ruaaet i E. coll. Detta ar fdrdal- 
aktigt da risken for degradering av den dnskade produkten 
av i E. eoli intracellular^ forekoaaande enzyaer ainskas. 
Dessutoa ar det enklare att rena peptider aoa exporterata 
till det periplasaatiska ruaaet. Oaedelbart efter klyvninga- 
stallet for Karl finns unika igenkanningssekvenser (aultipel 
kloningasekvena) for flora andra restriktionsen*yaer, bl a 
^coftX, Ball och BaaHX. Sju nukleotider uppstroas fran ATG- 
-kodonen i aignalaekvenaen fran oapA finna en optiaerad a k 
Shine-Da lga»-no-sekvens (iven kallad ribosoaalt bindnings- 
stalls, RBS) vilken binder till en koapleaentar sekvens i 
16S rRNA i ribosoaerna och pA sA satt avgor att translation- 
en initieras pa ratt plats. Transkriptionen av aidant DNA 
soa co-transkriberas aed signalsekvensen fdr oapA stir under 
25 kontroll av p R -proaotorn frAn colifag X. I vektorn finns 

ocksA genen for cI857 frAn colifag X vars produkt nedreglor- 
ar transkription frAn P R (och vars produkt uttryckes konsti- 
tutivt). Denna cI857-aedierade nedreglering av transkription 
frAn P R ar varaekanslig. Transkriptionen soa regleras frAn 
30 denna proaotor koaaer att avslutas aed hjalp av en s k rho- 

-oberoende transkriptionsavslutanda sekvens (bildar an struk- 
tur_i DNA' t t -*a gor att det DWA-beroende RHA-polyaerasat hop- 
par av DHA-strangen) soa Ar placerad i vektorn oaedelbart 
efter den aultipla kloningssekvensen. Plasaiden bar vidare 
.*-j 5 gen n f6r 0-laktaaas (frAn plasaiden pOC19) vars produkt 
.1: aedg r aapicillin-sel kti n av E. eoli kl ner soa trans- 
foraerats aed vekt m. 
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Bml kti o av pr t«in L-producerand kl n r 

De transformerad baXt ri rna utod lades pA odlingsplatt r a d 
LB-medium son ocksA innehfill ampicillin i en koncentration av 
100 Mg/nl. Odling skedde fiver natt vid 30 # C varefter de fiver- 
ffirdes till odlingsskAp, 42 # C, och od lades i ytterligare 4 
timmar. Plattorna ffirvarades i kylskAp ffver natten. PAffilj- 
ande dag fiverffirdes kolonierna till nitrocellulosaf liter . 
Filter och odlingsplattor mSrktes sA att fiverffirda kolonier 
senare latt skulle kunna identifieras pA odlingsplattan. 
Odlingsplattorna inkuberades Atcr fiver natten vid 30 # C sA att 
pA plattor kvarvarande rester av fiver ffirda bakter tekolonier 
Ater skulle kunna tillvSxa. Plattorna ffirvarades dUrefter i 
kylskAp. Bakterierna i kolonierna pA nitrocellulosa-avtrycket 
lys»rades genom att fclltret inkuberades i 10% SDS under 10 
minuter. Filter ned lyserade bakterier skdljdes dSrefter med 
en blockeringsbuf fert bestAende av PBS (pH 7,2) med 0,25* 
gelatin och 0,25% Tween-20 (fyra bad, 250 ml vardera vid 
37 # C) varefter det inkuberades med radioaktivt (m&rkt med 
125 I enligt chloramin-T-metoden) markta Ig-*-kedjor (20 ng/ml 
i PBS med 0,1% gelatin). Inkubationen skedde vid rumstempera- 
tur under 3 timmar, varefter icke inbundet radioaktivt m^rkt 
protein avskoljdes med PBS (pH 7,2) med 0,5 M NaCl, 0,25% 
gelatin och 0,25% Tween-20 (fyra bad, 250 ml vardera vid 
rumntemperatur) . Saratliga filter exponerades ffir rfintgenfilm. 
Positiva kolonier ident if ierades pA den ursprungliga odlings- 
plattan. Kloner son reagerade med Ig-«-kedjor utvaldes och 
analyserades med avseende pA storleken pA det i vektorn in- 
troducerade DNA-f ragmentet . En av dessa klomsr utvaldes ffir 
produktion av protein L, pHDL. Det i plasmid pHD389 introdu- 
cerade DNA't frAn denna klon sekvenerades. DNA-sekvensen upp- 
visade full fiverensstammelse med motsvarande sekvens (B1-B4 
samt 21 baser i B5) i genen ffir protein L frAn Peptostrepto- 
coccus magnus, stan 312. Storlek och bindningsegenskaper 
hos det protein son producerad av klon pHDL analyserad s 
ned hjaip av SDS-PACE (s fig. 9), dot-blotexper im nt (se 
fig. 10) och kompetitiva bindningsexperim nt. 
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PrexSuJtti a pr taia L 



Fl ra kolonier fran n odl ingsplatta med E. coli pHDL an- 
vandes fttr att inokulera en fbrkultur (LB-aediua aed tin- 
's sats av 100 mg/ 1 anpicillin) sob odlas vid 28T over natt. 

Forkulturen dverfordes pa morgonen till en storre volya (100 
x volymen av forkulturen) farskt LB-»ediun med ampicillin 
(100 mg/1) och odlades i skak-kolv (200 rpm) , (eller feraent- 
or) vid 28 »C. Da afcsorbansvardet vid 620 nm natt 0.5, h«jd*s 

10 odlingstemperaturen till 4P-C (induktion av transkription) . 

Odlingen pagick darefter under 4 timmar (g*ller endast odlir.g 
i skak-kolv). Da odlingen avslutats centr if ugerades bakter- 
irrna ner. Bakterierna lyserades darefter med en osnotisk 
chockmetod vid 4-C (Dalboge et al . . 1989 supra). pH i lysatet 

15 stalldes till 7. Kvarvarande bakterierester centr if ugerades 
ner varefter supernatanten renades pA IgC-sepharose enligt 
tidigare beskrivna protokoll for protein G och protein L (U. 
Sjobring, L. Bjorck och W. Kastern. 1991. Streptococcal 
protein G: Gene structure and protein binding properties. 

20 J. Biol. Chem. 266:399-405; w. Kastern, U. Sjttbring och L. 
Bjorck. 1992. Structure of peptost»-eptococcal protein L 
and identification of a repeated immunoglobulin light chain- 
binding domain. J. Biol. Chem. under tryckning) . 

25 Express ionssystemet gav ca 20 mg/1 av protein L vid odling 
i skak-kolv. Deposition har gjorts vid DSSM, Identification 
Reference DSSM E . coli LE3 92/pHDL. 

Exenpel 2 

30 KTonina och expr ession av protein LQ 

• • • 

RoMtruktioa av ©ligoauXleotider (priaera) for foratartaiag 
(aaplif ieriag) av «e*ransar kodaada for protain LO 

• • • 

r.*3 5 Prot in L 

"C Det har visats att n pr tain L-peptid (uttryckt i B. coll) 

'"' uppbyggd av s kvensen ala-val-glu-asn-doaan Bl (fran pr t in 

Z ' 1 - L) binder till iaaunglobulin rnas latta kadjor (Kastern, 
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Sjdbring och BjSrck, 1992, J. Biol. Chea. under tryckning) . 
Eftersoa affinitet n av d nna enkla donan for Ig ar relativt 
lag, (1 x 10" 7 M" 1 ) och aft rsoi det naturligt forekoaaande 
protein L soa bestir av fl ra sinseaellan likartade doaaner 
(B1-B5) har hogre affinitet f6r Ig (l x 10 10 M* 1 ) har fyra 
av dessa doaaner uttryckts tillsaaaans pa foljanUe satt: 

PL-N och PL-C2 ar syntetiska oligonukleotider (tillverkade 
vid den Bioaolekylara Enheten vid Lunds Universitet enligt 
patentsdkandes inatruktioner) son aed hjSlp av PCR (Poly- 
aerase Chain Reaction) utnyttjats fdr att fdrstSrka ett 
kloningsbart genfragaent, kallat Bl-4, vilket kodar for 
fyra Ig-bindande protein L domSner (ala-val-glu-asn-Bl-B2- 
B3-B4-lys-lys-val-asp-glu-lys-pro-glu-glu) : 

PL-N : 5 ' -GCTCAGCCGCCCC_Cj5GTAGAAAATAAAGAAGAAACACCAGAAAC-3 ' 

valgluasnlysglugluthrproglu 

PL-C2 : 5 ' -CAGCAGCAGCCAJK55TTCTTCrGGTTTTTCGTCAACTTTCTTA-3 ' 

Aainosyror har angivits under motsvarande triplett 1 den 
kodande strangen. DNA- fragment son forstarkts aed hjalp av 
PL-N innehaller igenkanningssekvensen fdr restriktionsenzya- 
et Hpall (understruken) osiedeibart fraafor den triplett soa 
kodar for den forsta aainosyran (val) i det uttryckta pro- 
tein L-fragaentet. Fragaent soa klyvts aed HpalV kan ligeras 
aed DNA (i detta fall den anvanda express ionsvektorn pHD389) 
soa klyvts aed Karl. Konstruktionen orsakar translation av n 
extra aainosyra (ala) oaedelbart fraafor den forsta aaino- 
syran i protein L-fragaentet. pNA-fragaent soa forstarkts aed 
hjSlp av PL-C2 koaaer att innehalla igenkanningssekvensen fdr 
restriktionsenzyaet Wcol (understruken) oaedelbart efter den 
sekvens soa kodar fdr den sista aainosyran i det uttryckta 
protein L-fragaentet (glu) . Forstarkta fragaent soa klyvts 
aed mc I kan ligeras till d t Nc I-klyda PCR-genererade pro- 
aet-asp-COC-aet-f ragaent t (s nedan) . 
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Protein a 

Det ar kant att en nk 1 C-doaan fran prot in G binder till 
IqG (B. Guss, M. Eliasson, A. Olsson, M. Uhlan, A.-K. Frej, 
H. Jornvall, I. Flock och M. Lindberg. 1986. Structure of the 
IgG-binding regions oi streptococcal protein G. ENBO. J. 
5:1567-1575). Bindningsstyrkan av en enkel C-doaan till IgG 
ar relativt lag (5 x 10 7 n~ l ) . Ett fragment soa bestar av 
tva c-doaaner med en aellanliggande 15 aainosyror lang D- 
region bar eaellertid avsevart hogre aftinitet till IgG 
(1 x 10 9 M" 1 ). CDC-N och CDC-C ar oligonukleotider soa an- 
vants soa PCR-priaers for att fdrstarka ett kloningsbart 
DNA- fragment, benaant CDC, vilket kodar for tva IgG-bindande 
protein G-doaaner (pro-aet-asp-COC-met) . 

CDC-N: GGCCATGGACACTTACAAATTAATCCTTAATGGT 

metaspthrtyrlysleuileleuasngly 

CDC-C: eAGCTCCAC TTATTA CATTTCACTTACCGTAAAGCTCTTAGT 

Aainosyror i den resulterande sekvensen har angivits under 
den kodande strangena priaer. DNA- fragment soa fttratarkts 
aed hjalp av CDC-N innehaller igenkanningssekvensen for 
restrikt ionsenzymet Mcol (markerade med ett streck ovanfor 
sekvensen). Klyvda amplifierade fragment kan ligeras aed 
det fragment som f orstarkts med hjalp av PL-C2 och darefter 
klyvts med Hcol. Fragmentet komaer darvid att translateras i 
ratt lasraa. DNA-fragaent soa forstarkts aed hjalp av CDC-C 
koamer att innehalla tva s k stop-kodoner ( under strukna) 
vilka gor att translation upphor. Oaedelbart harefter finna 
igenkanningssekvensen for restriktionseniyaet Ball (aark^rade 
med ett streck ovanfdr sekvensen) vilken ocksa Aterfinnes i 
express ionsvektorn pHD389 (se fig. 2). 

De sekvenser som kodar for bindnings genskapema hos prot in 
L (B1-B5) resp. protein G (CDC) inn nailer inga int ma igen- 
kanningssekv nser for restrikti ns nxyaerna BpaZZ, Sail eller 
■eol. 
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Aaplifl rings- kl ningsprocedurer 

PCR (Polymerase Chain React! n) utfSrd s enligt ett proto- 
koll son beskrivits av Sailci et al. ( 1988; PCR utfSrdes i en 
Hybaid Intelligent Heating -block (Teddingtor., UK): 100 |*1 av 
reaktionsblandningen inneholl 50 mM KCl, 10 mM Tria-HCl, pH 
8,3, 1,5 dN MgCl 2 , 100 *ig/"l gelatin, 300 uM Bed avaeende pa 
var och en av deoxyr.uk leotiderna (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) , 
(Pharmacia). For att forstarka sekvenser som kodar fdr de 
lattked jebindande delarna av protein L tillsatte* 20 pmol av 
var och en av oligonukleot iderna PL-N och PL-C2, sa»-. 10 Ml 
av en DNA-losning innehallande 0,1 mg/ml av kromosomalt DNA 
ffran Peptostreptococcus magnus, stam 312. Alternativt till- 
sattes 20 pmol vardera av oligonukleot idparet CDC-N och CDC-C 
saint 10 ul av en DNA-losning innehallande 0,1 mg/ml av kromo- 
somalt DNA fran en grupp C streptokockstam (Streptococcus 
equisimilis) kallad C40 (U. Sjdbring, L. Bjorck och W. 
Kastern. 1991. Streptococcal protein G: Gene structure and 
protein binding properties. J. Biol. Chein. 266:399-405 eller 
ned Mcol och Sail (10 U/ug PCR-produkt) , (for CDC) vid 37»C. 
De salunda forstarkta och darefter klyvda DNA- fragment en 
separerades medelst elektrofores i en 2% (vikt/volym) agaros- 
gel (NuSieve agarose, FMC Bioproducts) i TAE-buffert (40 mM 
Tris, 20 mM aNa-cetat, 2 mM LDTA, pH 8,0). De resulterande 
fragmenten, 930 bp (fdr Bl-4) resp. 390 bp (for CDC) skars 
ut ur gelen. Koncentrat ionen av DNA i de utskurna gelbitar- 
na uppskattades till 0,05 mg/ml. Utskurna agaros-bitar inne- 
hallande de klyvda forstarkta fragmenten (Bl-4 o.-^h CDC) 
smaltes vid 65"C i ett vattenbad varefter de fick svalna till 
37«C. 10 ul (0,5 nq) av detta DNA ttverfordes till ett halv- 
mikroror (Sarstedt), fdrvarmt till 37-C, varefter 1 ul av 
vektorn pHD389 vilken klyvts med Marl och Sail tillsattea. 
Dessutom tillsattes 1 (.1 10 x ligasbuffert (Promega) och 
1 *»1 T4 DNA-ligas (l unit/Ml). Liger ingsreaktionen fick aga 
rum vid 37»C under 6 timmar. De klyvnings- och ligerings- 
forhallanden som rekomm^nderats av tillverkaren av DNA-ligas 
och-r striktionsenzymer (Promega) har i ovrigt fdljts. Liger- 
ingsreaktionen anvand s dar ft r fdr att transform ra E. 
coli. stam LE392 vilka gjorts kompetenta nligt d n rubid- 



iumklorid/kalc^mdikl rid-B»tod som beskrifes av Kuahn r 
(1978) . Molekylarbiologiska standard* toder har anvanta v 
manipulation av DNA (Sambrook at al., 1989). 



Expr asi nsaystaat 

Vektorn pHD389 <se fig. 2) ar en modifierad variant av plaa- 
miden P HD313 (Dalbdge et al. f 1989). Vektorn aom replikaraa i 
E. coli (innehaller origin of replication fran plasmid pUC19) 
ar konstruerad sa att DNA- fragment som klonats in i klyv- 
ningsstailet for KarX kommer att uttryckas omedelbart after 
signalpeptiden (21 aminosyror) fran hdl je-proteinnet ompA 
fran E. coli. Translat ionen kommer att initieraa fran det 
ATG-kodon som kodar f6r den fdrsta aminosyran (metionin) i 
signalpeptiden. Konstrukt ionen med en E . coli-egen aignal- 
sekvens som foregar den onskade peptiden medger tranaport av 
den translaterade peptiden till det per iplasmatiska rummet i 
E. coli. Detta ar fordelaktigt da risken fdr degradering av 
den onskade produkten genom hos F . coli intracel lulart fttre- 
kommande enzywer minskas. Dessutom ar det enklare att rena 
peptider som exporterats till det per iplasmatiska rummet. 
Omedelbart efter klyvningsstallet for Karl finna unika igen- 
kanningssekvenser (multipei k Ion ingssekvens) f5r flera andra 
restriktionsenzymer, bl a EcoRI. 8all och BamHI. Sju nukleo- 
tider uppstroms frAn ATG-kodonen i s ignalsekvensen fran ompA 
finns en optimerad s k Sh ine-Dalgarnosekvena (kallaa ocksa 
ribosomalt bindningssta 1 le. RBS) vilken binder till en komp- 
lementar sekvens i 16S rRNA i ribosomerna och pa sa aatt av- 
gor att translat ionen in it i eras pa ratt plats. Transkription- 
en av sadant DNA som co-transkr iberas med s ignalsekvensen for 
ompA star under kontroll av p R -proraotorn fran colifag A. I 
vektorn finns ocksa genen fdr cI857 fran colifag X vara pro- 
dukt nedreglerar transkript ion fran P R och vara produkt ut- 
tryckes konstitutivt. Denna cI857-medierade nedreglering av 
transkription fran P R ar varmekanslig. Tranakription nom 
regleras fran denna promoter kommer att avalutaa med hjalp 
av en s k rho-oberoende transkriptionsavalutande s kv ns 
vilken insatts i v ktorn om d lbart eft r d t .ultipla klon- 
ingsstall t. Plas.id n bar vidar gen n f5r 0-lakta«a. (fran 
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plasnid n pUCli^ vars produkt sedge r aapic^jUn-sel ktion av 
E. coli kl ner sob transfora rats aed vektorn. 

Selektion pr t ia LO-producerad kl aar 

De trans former ade bakterierna utodlades pa odlingsplattor aed 
LB-mediuo soa ocksa inneholi ampicillin i en koncentration av 
100 nq/ml. Odling skedde 6ver natt vid 30«C varefter de ttver- 
fOrdes till odlingsskap (42*C) och odlades i ytterligare 4 
tiaaar. Plattorna forvarades i k/lskap 6ver natten. Pafoljan- 
de dag dverfordes kolonierna till nitrocellulosaf liter. Filt- 
er och odiingsplattor nUrktes sa att overfttrda koionier 
senare latt skulle kunna identifieras pa odlingsplat? an. Od- 
lingsplattorna inkuberades iter over natten vid 30»C si att 
pa plattor kvarvarande rester av ttverforda bakteriekolonier 
ater skulle kunna tillvaxa. Plattorna forvarades darefter i 
kylskap. Bakterierna i kolonierna pa nitrocellulosaavtrycket 
lyserades genom att filtret inkuberades i 10% SDS under 10 
minuter. Filter med lyserade bakterier skoljdes darefter aed 
en blockeringsbuf fert bestaende av PBS (pH 7,2) med 0,25% 

qelatin och 0,25% Tveen-20 (fyra bad a 250 ml vid 37 # C) var- 

125 

efter det inkuberades med radioaktivt (miirkt med I enligt 
chioramin-T-metoden) markta Ig-«-kedjor (20 ng/al i PBS aed 
0,1% gelatin). Inkubationen skedde vid rurastemperatur under 3 
timmar, varefter icke inbundet radioaktivt markt protein av- 
skoljdes med PBS (pH 7,2) innehallande 0,5 M NaCl, 0,25% 
gelatin och 0,25% Tveen-20 (fyra bad, 250 ml vardera vid 
rumstemperatur) . Samtliga filter exponerades fdr rontgenfilm. 
Positiva koionier identif ierades pA den ursprungliga odlings- 
plattan. Ett antal positiva koionier utodlades pa nya plattor 
och nya colony-blotexperiment utfttrdes med dessa plattor som 
utgangsmaterial for att identifiera E . coli koionier soa 
binder IgG Fc. Dessa f&rsdk utfordes exakt sa.»oa beskrivits 
ovan fttr identif iering av E. coli-kolonier soa uttryckte Ig 
lattkedjebindande protein forutoa att radioaktivt markt 
( 125 I) IgG Fc (20 ng/al) anvilndes soa sond. Kloner soa rea- 
g rade aed bada prot inerna utvald s och analys rad sad 
avseend pa storl k n pa det i vektorn introduc rade DMA- 
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-fragment t. av d ssa Jcl ner utvald s ^ produktion av 
pr tein LG, pHDLG. Det i plaraid pHD389 introducerade DNA't 
frAn d rina kl n sekvenerades . DNA-sekv ns n uppvisad full 
dver enss tame Is med motsvar^ide s kvens (B1-B4 aamt 21 baser 
5 i B5) i gen n fdr protein L frAn P*ptos tr*pt ococcus magnum, 
staa 312 samt med C1DC2 sekvensen i grupp C streptokocketam 
C40. Storlek och bindningsegenskaper hos det protein son 
producerades av klon pHDLG analyserades med hjSlp av SDS-PAGE 
(se fig. 9), dot-blotexperiment (se fig, 10) och kompetitiva 
10 bindningsexperiment* 

Produktion av protein LG 

Flera kolonier frAn en odlingsplatta med B. coli pHDLG an- 
x5 vSndes f6r att inokulera en fOrkultur (LB-medium ned till- 
sats av 100 mg/1 ampicillin) son odlas vid 28 # C Over natt. 
Forkulturen overfdrdes pA morgonen till en stttrre voly* (100 
x volynen av forkulturen) fSrskt LB-medium med ampicillin 
(100 mg/1) och odlades i skakkoiv (200 rpm) , (eller ferment- 
20 or) vid 28 # C. DA absorbansv&rdet vid 620 nra nAtt 0,5, httjdes 
odlingstemperaturen till 40»C (induktion av transkript ion) . 
Odlingen pAgick dSrefter under 4 timmar (gSller endast odling 
i skakkolv) • DA odlir.gen avslutats centrif ugerades bakterier- 
na ner. Bakterierna lyserades darefter med en osmotisk chock- 
25 metod vid 4*C (DalbSge et ai . , 1989), pH i lysatet stMlldes 
till 7. Kvarvarande L>akter ierester centrif ugerades ner var- 
efter supernatanten renades pA IgC-sepharose enligt tidigare 
fdr protein G och protein L beskrivna protokoll. (Sjttbring et 
al-, 1991, Kastern et al., Ii92). 

• Express ionssystemet gav ca 30 mq/1 av protein LC vid odling 

i skakfcolv. Deposition har gjorts vid DSSM, Identification 
:*•*: Reference DSSM E. coli LE392/pHDLC. 
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Analys *t biBdni*gsegen»kaperna bos prot ia LO 
Western Blot 

5 

Protein G (ClDC2-f ragmentet) , protein L (fyra B-domilner) 
saot protein LG separerades med SDS-PAGE (10% akrylamid- 
koncentration) . Efter separation dverfdrdes proteinerna till 
nitrocellulosamembran i tre Iikadana kopior. Var och en av 

10 dessa membran inkuberades med radioaktivt mSrkta proteiner 
(20 ng/ml: en av merabran-kopiorna inkuberades med huma.nt 
polyklonalt IgG, en annan med humana IgG Fc-fragment och den 
tredje med isolerade humana IgG *-kedjor. Ej inbundna radio- 
aktivt raSrkta proteiner sfcdljdes av, varefter samtliga filter 

^5 exponerades f6r rdntgenfilm. 

Slot-blot 

Humana polyklonala Ig-preparationer och Ig-fragment applicer- 
20 ades med hjaip av en slot-blot utrustning pA nitrocellulosa- 
filter i angivna mangder (se fig. 10) pA tre Iikadana kopior. 
Var och en av dessa membraner inkuberades med radioaktivt 
miirkta proteiner (20 ng/ml). En av membrankopiorna inkubera- 
des med protein LG, en annan med protein L och den tredje med 
25 protein G. Ej inbundna radioaktivt m*rkta proteiner skdljdes 
av, varefter samtliga filter exponerades f6r rttntgenfilm. 

Resultaten framgAr av Fig. 9 och 10. 



Xven andra bindningsundersdkningar har utfttrts med fttljande 
resultat: 
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TABE LL 

Bind nine avjrot in ma G, L och LC t ill^^mun^Jotouliner.. 
Bindande prot in: G K a L K a LC K 



a 



Ina unqlobul in 



H umana : 

Folyklonalt IgG* * 67 (10) ♦ 9.0 ♦ 20 

IgG subclass r 

Ir5 x ♦ 2.0 ♦ ♦ 

IgG 2 ♦ 3.1 ♦ ♦ 

IgG 3 ♦ 6.1 ♦ ♦ 

IgG 4 ♦ 4.7 ♦ ♦ 

IgG fragment 

Fc* ♦ 6.0 (0.5) - ♦ 

F(ab') 2 * ♦ 0.4 (0.2) ♦ ♦ 
kappa - ♦ 1.5 ♦ 

lambda - (-) 9 

Andra Ig-klasser 

IgM - ♦ 11. « ♦ 

IgA - ♦ 10.4 ♦ 

IgE 
IgD 

Andra Species; 
Polyklonalt 
Apa 

Kanin IgG ♦ 70 ♦ 0.074 ♦ 

IgG-Fc ♦ 3.0 - ♦ 

IgG-F(ab') 2 * 0-44 ♦ 
Mus ♦ 4 1 ♦ 2 . 6 ♦ 

Ratta ♦ 1.3 ♦ 0.39 ♦ 

Get ♦ 14 - ♦ 

Bovint IgG 1 * 3 - ♦ 

lgG 2 ♦ 2 - ♦ 

Hast * ♦ 

Marsvin * * ♦ 

Far ♦ + 

Hund 
Svrn 
Hamster 
Katt 
Hons 

Monoklonaler* 
Mus 

I( J G 2a 

igc 2b 

IgG 3 
IgM 
IgA 
Ratta 

I( ? G 2a 
I( ?G 2b 

x <? G 2c 



•f 



♦ 



K_ -affir.itetskonstant (H"M. " Siffrorna ino« parant s ang r 
a! fin it t n for ett rekomblnant pr t in G son b star av tya IgG- 
bindand domaner. • En svag binding till lambda kedj r xist rar. 
* Binding till PL o PLC b ror av typ av latt kejda hos Ig. 
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Det fra»gar salUa att det synt tis r*d h}#idprot inet LG 
har en bred bindningsaktivltet/specif icit t. 
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Patentkrav 

1. Protein L vi licet har formAga att binda till da lKtta 
k djorna av iamunglobuliner , k«nnetacknat 
att det har fbljand aminosyrasekvens 
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Ma v.t Clu A.nLy. Via Olu Thr Pro Clu Thr Pro Clu Thr A.p S.r 

1 ; 5 10 

«u clu Clu v.l Thr II. Ly. Al. tan f" »• "» «• 01y S " 

20 



Th 
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r Cln Thr Al. «■ The Ly. Cly Thr Ph. Clu Ly. Al. Thr S.r Clu 
35 40 

Al. Tyr Al. Tyr Al. A.p th, t-u Lyc Lys Asp A.n cly clu Tyr Thr 

50 55 

V.1 tap v.1 Al. tap Ly. CI, Tyr Thr L.u ».n 11. Ly. Ph. Al. Cly 



Ly. Clu Ly. Thr Pro clu clu Pro Ly. clu Clu v.l Thr II. Ly. Al. 
„ L.u u. Tyr Al. A.p c.y Ly, Thr ein Thr Al. clu Ph. Ly. cly 



As 



Thr Phe Gl 



100 



105 



u Glu Ala Thr Ala Glu Ala Ty 



r Arg Tyr Al» A«p Ala Leu 



115 



120 



125 



145 



.30 Th 



Ly. Ly. tap ».n Cly civ Tyr Thr v.l A.P v.l Al. A.p Ly. Cly Tyr 

Thr L.u A.n II. Ly. Ph. AX. Ly/clu Ly. Thr Pro Clu Clu Pr^ 

5 150 153 

a ciu Clu V.1 Thr u. Ly. Al. tan L.u II. Tyr Al. Asp cly Ly. 

165 170 

r Cln Thr Al. clu Ph. Ly. Cly Thr Ph. Clu Clu Al. Thr Al. Clu 



180 



185 



Ala Tyr Arg Ty 
195 



r m. ».p L.u L.u Al. Ly. Clu tan Cly Ly. Tyr Thr 



200 



v.l Asp v.l »1. Asp Lys 01, T,r Th^ L.u A.n II. Ly. Ph. At. 01, 

7JO 215 



~: !^ : x * : : : tt • 

Lys Clu Lys Thr^ Clu Glu Pro Lys Clu Glu Val*Thr lit Lys Ala 

W 230 235 



225 W 230 

A S n Leu II Tyr Al» *sp Cly Ly. Thr Gin Thr Ala Glu Ph Ly Giy 

245 250 

Thr Ph Ala Glu Ala Thr Ala Glu Ala Tyr Arg Tyr Ala Asp I*u Leu 
260 265 270 

Ala Lys Glu Asn Gly Ly* Tyr Thr Ala Asp Leu Glu Asp Cly Gly Tyr 
275 280 — B5 285 

Thr lie Asn lie Arg Phe Ala Gly Lys Lys Val Asp Glu Lys Pro 31u 



290 295 



Glu 



och varianter, subfrag»ent. .ultlpler eller blandningar 
don*nerna B1-B5 med saaaa bindningsegenskaper . 



2. DNA-s.*v.ns.A a n n t . e * n a d a«f t d n Itodar 
tar prot met eSigt fcr.v 1 oeh har f»l1and. , ^!u) t l«>tidM> t v.i.. 

r. dc r " rMA-»«Xv«rg 
CCG GTA GAA AAT AAA GAA GAA ACA CCA GAA ACA CCA GAA ACT GAT TCA 
GAA GAA GAA GTA ACA ATC AAA OCT AAC CTA ATC TTT GCA AAT GGA AGC 
ACA CAA ACT GCA GAA TTC AAA GGA ACA TTT GAA AAA GCA ACA TCA GAA 
OCT TAT GCG TAT GCA GAT ACT TTG AAG AAA GAC AAT GGA CAA TAT ACT 
GTA GAT GTT GCA GAT AAA GGT TAT ACT TTA AAT ATT AAA TTT GCT GGA 
AAA GAA AAA ACA CCA GAA GAA CCA AAA GAA GAA GTT ACT ATT AAA GCA 
AAC TTA ATC TAT GCA GAT GGA AAA ACA CAA ACA GCA GAA TTC AAA GGA 
ACA TTT 1AA GAA GCA ACA GCA GAA GCA TAC AGA TAT GCA GAT GCA TTA 
AAG AAG GAC AAT GGA GAA TAT ACA GTA GAC GTT GCA GAT AAA GGT TAT 
ACT TTA AAT ATT AAA TTT GCT GGA AAA GAA AAA ACA CCA GAA GAA CCA 
AAA GAA GAA GTT ACT ATT AAA GCA AAC TTA ATC TAT GCA GAT GGA AAA 
ACA CAA ACA GCA GAA TTC AAA CCA ACA TTT GAA GAA CCA ACA GCA GAA 
GCA TAC AGA TAT GCT GAC TTA TTA GCA AAA GAA AAT GGT AAA TAT ACA 
GTA GAC GTT GCA CAT AAA GGT TAT »CT TTA AAT ATT AAA TTT GCT GGA 
AAA GAA AAA ACA CCA GAA GAA CCA AAA GAA GAA GTT ACT ATT AAA GCA 
AAC TTA ATC TAT GCA GAT GGA AAA ACT CAA ACA GCA GAG TTC AAA GGA 
ACA TTT GCA GAA GCA ACA GCA GAA CCA TAC AGA TAC GCT GAC TTA TTA 
GCA AAA GAA AAT GGT AAA TAT ACA GCA GAC TTA GAA GAT GGT SOU TAC 
ACT ATT AAT ATT AGA TTT GCA GGT AAG AAA GTT GAC GAA AAA CCA GAA 
GAA TAATAA 
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3. Hybridprotein© Mnn t c 1c n a t att d t innc- 
hall r n 11 r fl ra av Bl-BS-do.an rna nligt krav 1. som 
bind r till de IStta kedjorna i iaaunglobulin r av alia 

kla s r, samt do«aner so» bind r till tunga kedjor i iaaun- 
globulin G. 

4. Hybridprotein enligt krav 3. kannetecknat av 
att de domaner so- binder till tunga kedjor i i—unglobulin G 
valjs bland CI- och C2-do»anerna i protein G eller vilket so» 
heist av andra funktionellt likartade proteiner vilka binder 
till tunga kedjor i imminglobulin G. sa»t varianter, sub- 
fragment, aultipler eller blandningar darav med samma 
bindningsegenskaper . 

5. Hybridprotein eniigt krav 4, kannetecknat av 
att det har fttljande aminosyrasekvens 



A * 3 Val Glu Asr. Lys 31u GU Thr ?ro Glu Thr Fro Glu Thr Asp Ser 
: _ ' " 5 ic 15 

3lu 3iu Glu Val Thr He lys Ala Asn Leu lie Phe Ala Aan Giy Ser 
2C 25 30 

Thr Gin Thr Ala Glu Fhe Lys Gly Thr Phe Glu Lys Ala Thr Ser Glu 
35 40 *5 

Ala Tyr Ala Tyr Ala Asp Thr Leu Lys Lys Asp Asn Gly Glu Tyr Thr 
50 55 60 

Val Asp val Ala Asp Lys Gly Tyr Thr Leu Asn lie Lys Phe Ala Gly 

65 70 75 " 80 

Lys Glu Lys Thr Pro Glu Glu Pro Lys Glu Glu Val Thr He Lys Ala 

85 90 95 

Asn Leu lie Tyr Ala Asp Gly Lys Thr Gin Thr Ala Glu Phe Lys Gly 
100 105 HO 

Thr Fhe Glu Glu Ala Thr Ala Glu Ala Tyr Arg Tyr Ala Asp Ala Leu 
115 120 125 

lys Lys Asp Asn Gly Glu Tyr Thr Val Asp Val Ala Asp Lys Gly Tyr 
130 135 140 

-Mr leu Asn lie lys Fhe Ala Gly Lys Glu Lys Thr Pro Glu Glu Pro 
145 150 155 160 

Lys Glu Glu val Thr lie Lys Ala As-n Leu lie Tyr Ala Asp Gly Lys 

165 170 175 

Thr Gin Thr Ala Glu Fhe Lys Gly Thr Phe Glu Glu Ala Thr Ala Glu 
180 185 190 

Ala Tyr Arg Tyr Ala Asp Leu Leu Ala Lys Glu Asn Gly Lys Tyr Thr 

195 200 205 

Val Asp val Ala Asp Lys Gly Tyr Thr Leu Asn He Lys Phe Ala Gly 
210 215 220 

Lys Glu Lys Thr Tro Glu Glu Pro Lys Glu Glu Val Thr He Lys Ala 
225 230 235 240 

Asn Leu He Tyr Ala Asp Gly Lys Thr Gin Thr Ala Glu Phe Lys Gly 

245 250 255 

Thr Ph Ala Glu Ala Thr Ala Glu Ala Tyr Arg Tyr Ala Asp Leu Leu 

260 265 270 

Ala Lys Glu Asn Gly Lys Tyr Thr Ala Asp Leu Glu Asp Gly Gly Tyr 
275 280 285 

Thr He Asn He Arg Phe Ala Gly Lys Lys val Asp Glu Lys Pro Glu 

:? 0 295 300 



ziy Giu Thr Thr Thr Glu 

3 25 

Phe Lys Gin Tyr Ala Asn 
340 

Asp Asp Ala Thr Lys Thr 
355 

Asp Ala Ser Glu Leu Thr 
370 

Asn Gly Lys Thr Leu Lys 
385 390 

Glu Thr Ala Glu Lys Ala 

405 

Asp Gly Val Trp Thr Tyr 
420 



Glu Met 



Ala Val Asp Ala Ala 
330 

Asp Asn Gly Val Asp 
345 

Phe Thr Val Thr Glu 
360 

Pro Ala Val Thr Thr 

375 

Gly Glu Thr Thr Thr 

395 



Phe Lys Gin Tyr Ala 
410 

Asp Asp Ala Thr Lys 
425 



Thr Ala Glu Lys Val 
335 

Gly Glu Trp Thr Tyr 
350 

Lys Pro Glu Val lie 
365 

Tyr Lys Leu Val lie 
380 

Lys Ala Val Asp Ala 

400 



Asn Asp At»n Gly Val 
415 

Thr Phe Thr Val Thr 
430 



och varianter, subfragaent, multipler eller blandningar a' 
domSnerna B1-B5 med sanuna bindningsegenakaper . 

6. DNA-sekvens, kannetecknad av att den kod 
fdr ett protein enligt krav 5 och har fttljande nukleotid- 
sekvens 
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DNA-SEKVENS r-.r*.t .* 

GCG GTA GAA AAT AAA GAA GAA ACA CCA GAA ACA CCA S GAA XCT C*T YCA • ^ 



GAA 


GAA 


GAA 


GTA 


ACA 


ATC 


AAA 


GCT 


AAC 


CTA ATC TTT GCA AAT GGA AGC 




ACA 


CAA 


ACT 


GCA 


GAA 


TTC 


AAA 


GGA 


ACA 


TTT GAA AAA GCA ACA TCA GAA 




GCT 


TAT 


GCG 


TAT 


GCA 


GAT 


ACT 


TTG 


AAG 


AAA GAC AAT GGA GAA TAT ACT 




GTA 


GAT 


GTT 


GCA 


GAT 


AAA 


GGT 


TAT 


ACT 


TTA AAT ATT AAA TTT GCT GGA 


240 


AAA 


GAA 


AAA 


ACA 


CCA 


GAA 


GAA 


CCA 


AAA 


GAA GAA GTT ACT ATT AAA GCA 


288 


AAC 


TTA 


ATC 


TAT 


GCA 


GAT 


GGA 


AAA 


ACA 


CAA ACA GCA GAA TTC AAA GGA 


336 


ACA 


TTT 


GAA 


GAA 


GCA 


ACA 


GCA 


GAA 


GCA 


TAC AGA TAT GCA GAT GCA TTA 


584 


AAG 


AAG 


GAC 


AAT 


GGA 


GAA 


TAT 


ACA 


GTA 


GAC GTT GCA GAT AAA GGT TAT 


432 


ACT 


TTA 


AAT 


ATT 


AAA 


TTT 


GCT 


GGA 


AAA 


GAA AAA ACA CCA GAA GAA CCA 


480 


AAA 


GAA 


GAA 


GTT 


ACT 


ATT 


AAA 


GCA 


AAC 


TTA ATC TAT GCA GAT GGA AAA 


528 


ACA 


CAA 


ACA 


GCA 


GAA 


TTC 


AAA 


GGA 


ACA 


TTT GAA GAA GCA ACA CCA GAA 


576 


GCA 


TAC 


AGA 


TAT 


GCT 


GAC 


TTA 


TTA 


GCA 


AAA GAA AAT GGT AAA TAT ACA 


624 


GTA 


GAC 


GTT 


GCA 


GAT 


AAA 


GGT 


TAT 


ACT 


TTA AAT ATT AAA TTT GCT GGA 


672 


AAA 


GAA 


AAA 


ACA 


CCA 


GAA 


GAA 


CCA 


AAA 


GAA GAA GTT ACT ATT AAA GCA 


720 


AAC 


TTA 


ATC 


TAT 


GCA 


GAT 


GGA 


AAA 


ACT 


CAA ACA GCA GAG TTC AAA GGA 


768 


ACA 


TTT 


GCA 


GAA 


GCA 


ACA 


GCA 


GAA 


GCA 


TAC AGA TAC GCT GAC TTA TTA 


816 


GCA 


AAA 


GAA 


AAT 


GGT 


AAA 


TAT 


ACA 


GCA 


GAC TTA GAA GAT GGT GGA. TAC 


864 


ACT 


ATT 


AAT 


ATT 


AGA 


TTT 


GCA 


GGT 


AAG 


AAA GTT GAC GAA AAA CCA GAA 


912 


GAA 


CCC 


ATG 


GAC 


ACT 


TAC 


AAA 


TTA 


ATC 


CTT AAT GGT AAA ACA TTG AAA 


960 


GGC 


GAA 


ACA 


Acr 


ACT 


GAA 


GCT 


GTT 


GAT 


GCT GCT ACT GCA GAA AAA GTC 


1008 


TTC 


AAA 


CAA 


TAC 


GCT 


AAC 


GAC 


AAC 


GGT 


GTT GAC GGT CAA TGG ACT TAC 


1056 


GAC 


GAT 


GCG 


ACT 


AAG 


ACC 


TTT 


ACA 


GTT 


ACT GAA AAA CCA GAA GTG ATC 


1104 


GAT 


GCG 


TCT 


GAA 


TTA 


ACA 


CCA 


GCC 


GTG 


ACA ACT TAC AAA CTT CTT ATT 


1152 


AAT 


GGT 


AAA 


ACA 


TTG 


AAA 


GGC 


GAA 


ACA 


a/t &r-r &AA GCA GTA GAC GCA 


1200 


GAA 


ACT 


GCA 


GAA 


AAA 


GCC 


TTC 


AAA 


CAA 


TAC GCT AAC GAC AAC GGT GTT 


1248 


GAT 


GGT 


GTT 


TGG 


ACT 


' TAT 


GAT 


GAT 


1 GCG 


1 ACT AAC ACC TTT ACG GTA ACT 


1296 
1308 



GAA ATG TAATAA 
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7. DNA-seJcv ns nnetecKnaa 
fdr tt prot in enlist krav 3 och 4. 




latt den kodar 



8. DNA-s kvens, kSnnet c k n a d av att dan hybrid!- 
serar till DNA-s kvens n i krav 2, 6 ller 7 und r k nventio- 
nella betingelser och kodar f6r ett protein, son har aaraa 
bindningsegenskaper sow proteinen enligt nAgot av kraven 1 
och 3-5 . 

9. Plasmidvektor, kannetecknad av att den in- 
nehAller en DNA-sekvens enligt nAgot av kraven 2 och 6-8 , 

f dretr£desvis vektorn pHDLG eller pHDL. 

10. VSrdcell, kilnnetecknad av att den At trans- 
fornerad ned hybr idplasmiden enligt krav 9, i synnerhet en 
vard son h«5r till arten E. coli, speciellt E. coli LE 392, 
eller Bacillus subtil is , Saccharomyces cerovlsiao, fttre- 
trSdesvis Id. Fef. DSSM E. coli LE392 pHDL resp. E. coli 

LE3 9 2 / pHDLG . 

11. F5rfarar.de f6r f ramstSllning av ett protein enligt krav 1 
och 3-5, kSnnetecknat av att man odlar en vArd- 
cell enligt krav 10 under lAmpliga betingelser, ackumulerar 
proteinet i kulturen eller lyserar cellerna och utvinner det 
dAr if rAn. 

12. En reagensutrustning for bindning, separation och identi- 
fiering av immunglobu 1 iner , kannetecknad av att 
den~innehAller ett protein enligt nAgot av kraven 1, 3-5. 

13. En koinposition, kannetecknad av att deri 
innehAller ett protein enligt nAgot av kraven 1 och 3-5, 
och eventuellt tillsatser eller b&rare. 

14. En f armaceutisk Xomposit ion, kannetecknad av 
att den innehAller ett protein enligt nAgot av kraven 1 och 
3-5, och eventuellt f arwaceutiskt godtagbara bArare ller 
utdrygningsmedel . 



g^mandraq 



Uppf inning n avs r s kvens r av prot in L, s » binder till 
latta kedjor av ianunglobu liner. Uppfinningen avser aven 
hybridproteiner darav, vilka hybridpr teiner kan binda till 
bade l&tta och tunga kedjor av iwaunglobulin G, i synnerhet 
protein LG. Vidare avser uppfinningen DNA-sekvenser sob kodar 
for proteinerna, vektorer innehallande sadana DNA-sekvenser, 
vardceller trans fonnerade eed vektorerna, forfaranden for 
framsta lining av proteinerna. reagensutrustning for separa- 
tion och identifikation av iaaunglobu liner . konpositioner 
saint faraaceutiska .koBipositioner, soa innehaller proteinerna. 



r*. r-. \ : s ** : •• : i . •": -Z* 
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in L - ^7 H >wincsv 

GCG GTA GAA AAT AAA CAA GAA ACA CCA CAA ACA CCA CAA ACT CAT TCA 

Ala val Glu Asn Lys Glu Glu Thr Pro Clu mr fro r 
! 5 10 

s: s: »s s ?n £ s 2 s s s s is s e 
55 s: s s s: ^ £ ss s s - - s - - - 

35 <0 45 

GCT TAT GCG TAT GCA GAT ACT TTG AAG AAA GAC AAT GGA GAA TAT ACT 
Ala Tyr Ala Tyr Ala Asp Thr Leu Lys Lys Asp Asn Gly Glu Tyr Thr 
50 55 60 

GTA GAT GTT GCA GAT AAA GGT TAT ACT TTA AAT ATT AAA TTT GCT GGA 
val Asp Val Ala Asp Lys Gly Tyr Thr Leu Asn lie Lys Phe Ala Gly 

65 70 

AAA GAA AAA ACA CCA GAA GAA CCA AAA GAA GAA GTT ACT ATT AAA GCA 
Lys Glu Lys £r Tro Glu Glu Pro Lys Glu Glu Val Thr lie Lys Ala 

8 3 

AAC TTA ATC TAT GCA GAT GGA AAA ACA CAA ACA CCA GAA TTC AAA GGA 
Asn Leu lie Tyr Ala Asp Gly Lys Thr Gin Thr Ala Glu Phe Lys Gly 

100 105 

»,-» TTT CAA GAA GCA ACA GCA GAA GCA TAC AGA TAT GCA GAT GCA TTA 
i£ £1 S£ SS »" Thr Al. Glu Ala Tyr Ar, Tyr Al. ».p M. I*" 

115 120 125 

AAG AAG GAC AAT GGA GAA TAT ACA GTA GAC GTT GCA GAT AAA GGT TAT 
Lys Lys Asp Asn Gly Glu Tyr Thr val Asp Val Ala Asp Lys Gly Tyr 
130 135 1«° 

ACT TTA AAT ATT AAA TTT GCT GGA AAA GAA AAA ACA CCA GAA GAA CCA 
?£ Hi As*n iTl Lys Phe Ala Gly Lys Glu Ly. Thr Pro Glu Glu Pro 
145 150 155 

114 r .. rxx GTT ACT ATT AAA GCA AAC TTA ATC TAT GCA GAT GGA AAA 

j£ ss ss v" i£ ;e t£ l*u n. *yr m. a SP «iy Ly . 

165 l" 70 

s s: ss s s: ss £ s s s - - s s s si 

180 1» 5 

S E S S S 2 S S E SS SS SJ S S E 

195 200 2 

GTA GAC GTT GCA CAT AAA GGT TAT ACT TTA AAT ATT AAA TTT GCT GGA 
111 Asp val Ala Asp Ly. Gly Tyr Thr Leu Asn lie Lys Ph Ala Gly 
210 2 15 220 



1 VJ 



2-i 



2" n 



3.'6 



3F-* 



b?9 



5T6 



624 



677 



Fig. 1 i forts.) 




AAA GAA AAA ACA CCA GAA GAA CCA AAA GAA GAA GTT ACT ATT AAA GCA ■! 
Lys Glu Lys Thr Pro Glu Glu Pro Lys Glu Glu Val Thr lie Lys Ala 
225 230 235 * 

AAC TTA ATC TAT GCA GAT GGA AAA ACT CAA ACA GCA GAG TTC AAA GGA 7t»» 
£n Leu lie Tyr Ala A=p Gly Lys Thr Gin Thr Ala Glu Phe Lys Gly 

245 250 255 

ACA TTT GCA GAA GCA ACA GCA GAA GCA TAG AG A TAC GCT GAC TTA TTA 8U- 
Thr Phe Ala Glu Ala Thr Ala Glu Ala Tyr Arg Tyr Ala Asp Leu Leu 
260 265 270 

GCA AAA GAA AAT GGT AAA TAT ACA GCA GAC TTA GAA GAT GGT GGA. TAC P6 ; 
Ala Lys Glu Asn Gly Lys Tyr Thr Ala Asp Leu Glu Asp Gly Gly Tyr 
275 280 285 

ACT ATT AAT ATT AGA TTT CCA GGT AAG AAA GTT GAC GAA AAA CCA GAA " : 
Thr "lie Asn lie Arg Phe Ala Gly Lys Lys Val Asp Glu Lys Pro Glu 
290 295 30u 

GAA 'AATAA ? * 1 

Glu 

305 



AAGC 7TAAGGAGGTT AATCG ATG AAA AAA ACT GCT ATC GCT ATC GL T GH 
HA C wet 

i f RBS 1 
n 1 a 
3 2 1 

GCT CTG GCT GGT TTC GCT ACT GTT GCT CAG GCG GCG CCG AGA TCT 
g 

? ? 

1 2 

AAA" CAG GAA TTC LAG CTC GGT ACC CGG GCA TCC TCT AGA GTC GAC 
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P S I 
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t h 
1 1 
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S^NAtPfPTID FOR $f>vEN3EN 



MlTIPEL XI PMMnSSFKVFNS 



INIKA 
KLYVNINGS- 
STALlEN 



-SS - RIBCSJM-L AGA 4, 

BINDNlNGSoE'rvENS 
P c "HCGPA" • : '!'M " 'i-'N FRiN 

C i 3S 7 GtM-N f ; " t H VAPM-^N i. lijT 
wfPRr S<-J -F c 1jTE IN r RAN 

plasmiden phd 389. den ribosgmala bindnings- 

sekvensen (understrlken >€d h£ldragen linje). 

sekvensen fop signaipeptiden fran anua (fran e.colihprickad) samt 
igenkanningsiekvens for flera restriktionsenzacr visas. 



Narl 
Bylll 
EcoRI 
Sac I 
Konl 

XjTBl 

BanHl 
xbal 
Sail 
PstI 
Sohl 



PROTEIN LG 



•mm *•«► • * • • * • • *#•• • * # • 

* • • • *•# ««• 



gcg£™gaaa^iCag^^ 

Al agalGluAsntysGluGluThrPrcVuTh rFroGluThrAspS rGluGluGluVal 

v v v v v v 

ACAATCAAAGCTAACCTAATCTTTGCAAATGGAAGCACACA^ 
ThrIl«LysAlaAinL«uH«Ph*AlaA«nGlyS«rThrGlnThrAlaGluPh«Ly«Gly 

v v v v v v 

ACATTTGAAAAAGCAACATCAGAAGCTTATGCGTATGCAGATACTTTGAAGAAAGACAAT 
ThrPheGluLysAlaThrSerGluAlaTyrAlaTyrAlaAspThrLeuLysLysAspAsn 

v v v v v v 

GGAGAATATACTGTAGATGTTGCAGATAAAGGTTATACTTTAAATATTAAATTTGCTGGA 240 
GlyGluTyrThrValAspValAlaAspLysGlyTyrThrl^uAsnlleLysPheAlaGly 80 



j > B2 v v v v v v 

Iaaagaaaaaacaccagaagaaccaaaagaagaagi^actattaaagcaaacttaatctat 
iLysGluLysThrPrcGluGluProLysGluGluValThrlleLysAlaAsnLeuIleTyr 

v v v v v v 

GCAGATGGAAAAACACAAACAGCAGAATrCAAAGGAACATlTGAAGAAGCAACAGCAGAA 
AlaAspGlyLysThrGlnThrAlaGluPheLysGlyThrPheGluGluAlaThrAlaGlu 

v v v v v v 

GCATACAGATATGCAGArGCArTAAAGAAGGACAATGGAGAATATACAGTAGACGTTGCA 
AlaTyrArgTyrAlaAspAlaLeuLysLysAspAsnGlyGluTyrThrValAapValAla 

i — ^* B3 

gataaaggttatactttaaatattaaatttgctggaKaagaaaaaacaccagaagaacca 
AspLysGlyTyrThrLeuAsnlleLysPheAlaGlvtysGluLysThrProGluGluPro 

1 v v v v v v 

AAAGAAGAAGTTACTATTAAAGCAAACTTAATCTATGCAGATGGAAAAACACAAACAGCA 
LysGluGluValThrlleLysAlaAsnLeulleTyrAlaAspGlyLysThrGlnThrAla 

v v v v v v 

GAATTCAAAGGAACATTTGAAGAAGCAACAGCAGAAGCATACAGATATGCTGACTTATTA 
GluPheLysGlyThrFheGluGluAlaThrAlaGluAlaTyrArgTyrAlaAspLeuLeu 

v v v v v v 

GCAAAAGAAAATGGTAAATATACAGTAGACGTTGCAGATAAAGGTTATACTTTAAATATT 
AlaLysGluAsnGlyLysTyrThrValAspValAlaAspLysGlyTyrThrl^uAsnlle 



v 



B4 



^P^iaGlytyCGluLysThrProGluGluProLysCluGluValThrlleLysAla 

v v v v 

AAOTAATCTATGCAGATGGAAAAACTCAAACAGCAGAG^ 

AsnLeuIleTyrAlaAspGlyLysThrGlnThrAlaGluPheLysGlyThrPh AlaGlu 



60 
20 



120 
40 



180 
60 



AAATTTGCTGGAkAAGAAAAAACACCAGAAGAACCAAAAGAAGAAG^ 2 - - 



300 
100 



360 
120 



420 

140 



480 
160 



540 
ISO 



600 
200 



660 
220 



720 



780 
260 



v V v v v v 

GCAACAGCAGAAGCATACAGATACGCTGACTTATTAGCAAAAGAAAATGGTAAATATACA 
AlaThrAlaGluAlaTyrArgTyrAlaAspLeuLeuAlaLysGluAsnGiyLysTyrThr 

B5 

V V v v I v v 

GCAGACTTAGAAGATGGTGGATACACTATTAATATTAGATTTGCAGGTpAGAAAGTTGAC 
AlaAspI^uGluAspGlyGlyTyrthrIleAsnIleArgPheAlaGl>fLysLysValAsp 

- - -i vr r* a * ^ » 

GAAAAACCAGAAGA/JcCCATGGAC ACTTACAAATTAATCCTTAATGGTAAAACATTGAAA 
GluLvsProGluGl^iP roMetAspn'hrTyrLysLeulleLeuAsnGlyL ysThrLeuLys 

v V v v v v 

GGCGAAACAACTACTGAAGCTGTTGATGCTGCTACTGCAGAAAAAGTCTTCAAACAATAC 
GlyGluThrThrThrGluAlaValAspAlaAlaThrAlaGluLysValPheLysGlnTyr 

v v v v v v 

GCTAACGACAACGGTGTTGACGGTGAATGGACTTACGACGATGCGACTAAGACCTTTACA 
AlaAsnAspAsnGlyValAspGlyGluTrpThrTyrAspAspAlaThrLysThrPheThr 

fr^ D v v v v r^ C2 

gttactgaaIuuvccagaagtgatcgatgcgtctgaattaacaccagccgtgacaKcttac 
ValThrGluLysProGluVallleAspAlaSerGluLeuThrProAlaValThrThrTyr 

v v v v v v 

AAACTTGTTATTAATGGTAAAACATTGAAAGGCGAAACAACTACTAAAGCAGTAGACGCA 
LysLeuVallleAsnGlyLysThrLeuLysGlyGluThrThrThrLysAlaValAspAla 

v v v v v v 

GAAACTGCAGAAAAAGCCTTCAAACAATACGCTAACGACAACGGTGTTGATGGTGTTTGG 
GluThrAlaGluLysAlaPheLysGlnTyrAlaAsnAspAsnGlyValAspGlyValTrp 

v v v |v 

ACTTATGATGATGCGACTAAGACCTTTACGGTAACTGAMATGTAATAA 1308 
ThrTyrAspAspAlaThrLysThrPheThrValThrGli&et - - 434 

< — — ' 



FIG. 4 SCHEMATISK OVERSIKT FOR FRAMSTAUNING AV PROTEIN L 
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FIG. 5" SCHEMATISK CVERSIKT FOR FRAMSTAUNING AV PROTEIN LG 
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FIG.6a SCHEMATISK OVERSIKT FOR FRAMSTALLNING AV PROTEIN LA 
PROTEIN L-GtrCN 
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FIG.6b schematisk overs ik t fop framstallning av protein lm 
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FIG. 6C SCHEMATISK OVERSIKT FOR FRAMSTAILNING AV PROTEIN LH 
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- /,;i^ATA7 ACGTTTACGTCACGAA^ACAAGGAC TTAAAAGCGAGAT TAGAGAATGCAATG 

■3 : sn 1 1 e Ar gLtuAr 5 Wi su 1 u Asnu v A»pLeoL . 5 A ; A Ar gLewSl v.AmAl Met iQ 



-^TCAAAGrCTTCGTCGTGACTTGGMCGCATCACGTGAAGCTAAGAAACAGGTTGAAAAA 660 

v v v 

rAT-rAGCAAACTTGACTGCTGAACTTGATAAGGTrAAAGAAGACAAACAAATCTCAGAC 720 



GCAAGCCGTCAACGGCTTCGCCGTGACTTGGACGCATCACGTGAAGCT 

Al a5erAr 4 GlnArqL»uArgArgA<ipLeuA»oAljSerArgGluAl*Ly5Lv^ 



~0 



180 
60 

240 
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-AAGTTGCAGGAAGAGATTTTAAGAGAGCTGAAGAALTTGAAAAAGCAAAACAAGCCTTA 
5i uVal Al *3l yArgAso^eLysAr.jAl «Gl uol U L»uGluLysAl *Lv*Gi nAl »L u 

v v v v 

■-- AAGACCAGCGTAAAGAT T T AGAAACT AAAT TAAAAGAAC TACAACAAGACTATGACTT A 
Gl uA»oGl nArqi.v»A»oL»uGiuThrLv»L.euLv»GluL«».iGl nGl r»A»o Tyr AspLeu 

(^AAAGGAATCAACAAGTTGGGATAGACAAAGACTTGAAAAAGAGTTAGAAGAGAAAAAG J00 

^AAGCTCTTGAATTAGCGATAGACCAGGCAAGTCGGGACT ACCATA^GAGCTACCG^CTTTA J60 
Gl uAl alleuGl uU»uAl » I 1 eA*pGl nAl *Ser Ar 9 A*o 7 v r Hi .ArgAl *Thr Al «L»u 

<1AAAAAGAGTTAGAAGAGAAAAAGAAAGCTCTTGAATTAGCGATAGACCAAGCGAGTCAG 420 
GluLvsGUiLeuG luGl uLy*Ly*Ly*Al aLeuGl uLeuAl a I 1 eA.pG 1 nAl aSerGln 1A0 

v v v v 

.-^rTATAATAGAGCTAACGfctrAGAAAA*.GAGTTAGAAACGATTACTAGAGAACAAGAG 480 

v v v v 

fiTTAATCGTAATCTTTTAGGCAATGC^AAACTTGAACTTGATCAACTTTCATCTGAAAAA 540 
?iiA»nArgA«nC«uLeuGlvA«nAl* w y»LeuGluLeuA»oGlnL»uSerS»rGl^^^ l80 

3*GCAGCTAAC3ATCGAAAAAGCAAAACTtW 

3U.GlnLeuThr I I »3loLv»Al aLysLfcCl uGlful uL » *Gl n 1 1 e5er AspAl *5*r 
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Fig. 8 Aninosyra- och nukleinsyrasekvens fdr protein M1 , 
IqG-bindnir.g n5gonstans nellan aminosyra 1-190 




tAAAAAG* T 7 7 AGCAAAC TTSAC 7GC 7 GAAC 7TGA 7 AAGG 7 7 AAAGAA£*A^¥*C A?A,T.C*.. : ^TI .U. 'J 

5 1 -.:L. y sAsolsu^l * Asn<_ u 7hr A I *G I uCe\iA*Dl-V*V* I Lv»3luulv-L.»unite ; -n 

rrAGMC-CAAGCC3TCASGC'TC3CC3TGACTTGGACGCATCA^GAA6CTAAGAAA ^0 

5*r£«Ai JsS^gGl n AVgL*--iAr ArgA*oLeu*«oAl aS«r Ar qGI uAl *Ly*L /« :o? 

- AAG T ZG AAAAAGC T 7 7 AGAAGAAGC AAAC AGC AAA7 7 AGC 7GCTC7 7G AAA AAC7 7 AAC 960 

Glr.Vai31uLy«Al*LeuGluGlvtAlaA»n5*rl_y»L»uAl*Al*L«uGluLv«L uA.n 3:0 

AAAGAGC77GAAGAAAGCAAGAAA77AACAGAAAAAGAAAAAGC7GAAC7ACAAGCAAAA 1020 

!_7*G1 uLeuGl uGl uS«rLysLy»l_eu7hrGl uLy sGl uLy *A1 aGl uUeuGl nAl aLy-i 3^0 

C77GAAGCAGAAGCAAAAGCACTCAAAGAACAA77AGCGAAACAAGC7GA^^ IC80 

v v v v 

AAAC7AAGAGC7GGAAAAGCA7CAGAC7CACAAACCCC7GA7ACAAAACCAGGAAACAAA 1160 

CyTCeuA^gAlaGlyCysm^ 360 

v v v v 

nrTGTTCCAGG7AAAGG7CAAGCACCACAAGCAGG7ACAAAACCTAACCAAAACAAAGCA 1200 

v v v v 

Cr A ATGAAGGAAAC7AAGAGACAGTTACCATCAACAGG7GAAACAGC7AACCCATTC77C 1260 

ProSetLvSGlu7hrLy»ArgGln».»uProS.r7hrGlvGlu7hrAl»A«nProPh»Ph« ^20 

V v v V 

arARfRRCACGCQTTACTGTTA7GGCAACAGCTGGAG7AGCAGCAGTTGTAAAACGCAAA 1320 
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